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摘要 : 为 了 探讨 氟 虫 脲 可 能 的 作用 靶 标 及 毒性 机 制 , 本 研究 以 重要 农业 害虫 东亚 发 凰 Locusta migratoria manilensis 
( Meyen) 和 中 华 稻 蝗 Oxya chinensis (Thunberg) 为 材料 , 采用 人 简 并 引物 扩 增 中 华 稻 蝗 几 丁 质 合 成 酶 1 A (OCHS ) 
的 部 分 cDNA 序列 ; 以 氟 虫 脲 浸 渍 法 处 理 2 龄 中 期 中 华 稻 蝗 及 1, 2 和 3 龄 东亚 飞 蝗 丰 虫 为 处 理 组 ,丙酮 处 理 为 对 照 
组 , 使 用 RT-PCR 和 实时 荧光 定量 PCR 方法 分 析 氟 虫 腺 对 蝗虫 几 丁 质 合 成 酶 基因 mRNA 表达 的 影响 。 结 果 获 得 的 
OcCHSI 部 分 cDNA 序列 , 其 长 度 为 312 bp, 编码 104 TAR, GenBank 登录 号 为 HM214491, SRE KEJLI EA 
成 酶 1 基因 (LmCHS7 ) 在 氨基 酸 水 平 上 相似 度 达 95% 。RT-PCR 结果 显示 , 处 理 组 儿 丁 质 合成 酶 1 扩 增 带 均 强 于 对 
照 组 。 实 时 荧光 定量 PCR 结果 表明 : 与 对 照 组 相 比 ,处 理 组 中 华 称 蝗 2 龄 中 期 若虫 0cCHS1 mRNA 表达 提高 了 1.02 
fü, RE KIE 1, 2, 3 Ez;  LmCHSI mRNA 表达 分 别提 高 了 34% , 82% 和 89% , 差异 显著 (P<0.05)。 分 析 基 因 表 
达 提 高 的 原因 是 儿 丁 质 合成 受阻 后 基因 表达 水 平 的 一 种 代 偿 性 增加 , 由 此 推测 几 丁 质 合成 酶 可 能 是 氟 虫 脲 作用 的 葛 
标 之 一 。 
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Abstract: In order to explore the possible target and mechanism of flufenoxuron, important agricultural 
pests Locusta migratoria manilensis and Oxya chinensis were used as test insects in this study. A partial 
fragment of chitin synthase 1 cDNA from O. chinesis ( OCCHS1) was amplified using a pair of degenerate 
primers. With the mid-2nd instar nymphs of O. chinesis and the 1st, 2nd, 3rd instar nymphs of 
L. migratoria manilensis dipped in flufenoxuron as treatments and acetone treatment as the control, the 
effects of flufenoxuron on the mRNA expression of chitin synthase genes were analyzed using RT-PCR and 
real-time quantitative PCR. The partial cDNA fragment of OcCHSI ( GenBank accession number: 
HM214491) was obtained, which consists of 312 nucleotides that encode 104 amino acid residues. The 
deduced amino acid sequence of OcCHS1 showed 95% identity with those of LmCHS1. The results of RT- 
PCR and real-time quantitative PCR analysis showed that the expression of OcCHS1 in the mid-2nd instar 
nymphs of O. chinesis and LmCHSI in the 1st, 2nd and 3rd instar nymphs of L. migratoria manilensis 
exposed to flufenoxuron increased 10296 , 3496 , 82% and 8996 , respectively, compared to the control. 
Increased expression of CHS]? mRNA may be due to compensation response of the CHS/ gene at the 
transcriptional level that is caused by the retarded chitin synthesis. It is so inferred that chitin synthase may 
be one of targets of flufenoxuron. 
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灾 是 中 国 农业 历史 上 的 重大 目 然 灾 害 ， 飞 晶 
和 稻 星 是 对 玫 本 科 作 物 危 害 最 大 的 类 群 ( 陈 永 林 ， 
2000) 。 目 前 在 蝗虫 防治 工作 中 , AA NBER E 
剂 为 主要 手段 ， 虽 然 传统 杀 虫 剂 防治 蝗虫 的 效果 显 
zh. BEA RGB x HH] JE ge ZR € HS Locusta 
migratoria manilensis ( Meyen ) FI rp 4E fà tE Oxya 
chinensis ( Thunberg) B ZABIEEC.ZOSPG PUER Bn 
生 了 一 定 程 度 的 抗 性 (Ma et al., 2004; Wu et al., 2009; 
Yang et al., 2009). SR E Jk © E UH c E IK 
(benzoylphenyl ureas, BPUs) 的 一 种 , 可 作用 于 昆虫 生 
长 和 发 育 的 关键 阶段 , 干扰 昆虫 的 正常 发 育 而 使 其 死 
亡 。 与 传统 的 有 机 磷 农 药 相 比 , 共 甲 酰基 脲 类 化 合 物 
具有 不 污染 环境 、 对 人 冀 安 全 以 及 对 多 数 非 靶 标 生物 
无 害 的 优点 ( 冒 德 寿 等 , 2001) 。 因 此 , 杀 甲 酰基 逐 类 
杀 上 虫 剂 具有 成 为 环境 友好 型 杀 虫 剂 的 开发 潜力 。 
关于 茶 甲 酰基 脲 类 几 丁 质 合 成 抑制 剂 的 毒 理学 
WR, H20 世纪 70 年 代 已 有 研究 学 者 从 生化 水 平 
开展 了 大 量 研 究 工 作 。Mulder 和 Gijswijt(1973 ) 首 
次 报道 了 灭 幼 腺 PH6038 干扰 菜 粉 蝶 Pieris rapae R 
皮 几 本质 的 正常 沉积 ; Hunter 和 Vincent(1974 ) 报 
É S KIRAT KEEA RMA; CR AUT CR E 
脲 ) 对 东亚 飞 蝗 体 壁 中 的 几 丁 质 合成 具有 明显 的 抑 
制作 用 ， 对 前 胸 背 板 中 的 几 丁 质 合成 抑制 率 为 
6096 ~80% ( 王 贵 强 等 ,1996) 。 生 化 水 平 的 研究 结 
果 表 明 : 氟 虫 肪 等 茶 甲 酰基 腺 类 几 丁 质 合 成 抑制 剂 
均 特 异性 地 干扰 昆虫 表皮 几 了 丁 质 的 合成 。 几 丁 质 合 
成 是 一 个 复杂 的 过 程 , 几 丁 质 合成 抑制 剂 作 用 于 几 
丁 质 合成 过 程 中 的 哪个 环节 尚 不 清楚 。 几 丁 质 合成 
酶 (chitin synthase ,CHS ) 在 几 丁 质 合 成 途径 的 最 后 
一 步 起 着 关键 作用 , 该 酶 是 否 受 儿 丁 质 合成 抑制 剂 
的 影响 , 学 者 们 存在 不 同 的 看 法 。Post 和 Vincent 
(1973) EAKR Dul9111 抑制 葡萄 糖 合 成 几 丁 
质 的 过 程 , 导致 N- 乙 酰 葡 萄 糖 胺 的 积累 。N- 乙 酰 葡 
萄 糖 胺 加 入 几 丁 质 合 成 酶 后 可 以 合成 几 丁 质 ， 由 于 
加 入 BPUs 后 N- 乙 酰 葡萄 糖 胺 出 现 沉 积 ,由 此 推断 
BPUs 可 能 影响 几 丁 质 合 成 酶 , 其 后 还 有 一 些 人 研究 
证 据 文 持 这 一 观点 (Post et al., 1974) 。 同 时 , 一些 
研究 表明 , 几 丁 质 合成 抑制 剂 并 不 直接 抑制 几 丁 质 
合成 酶 (Cohen and Casida, 1980; Cohen, 1985; 
Gangishetti et al., 2009) , Deul & (1978) 以 敌 灭 灵 
Du19111 和 和 灭 幼 腺 处 理 荣 粉 蝶 ,， 其 表皮 几 了 丁 质 合成 
酶 的 活性 无 论 在 处 理 活 体 还 是 离 体 情况 下 均 无 变 
化 。 本 课题 组 在 与 美国 堪萨斯 州立 大 学 合作 研究 
中 ,发 现 几 丁 质 合 成 抑制 剂 除 虫 腺 影响 双 翅 目 昆 
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TR PURER Anopheles quadrimaculatus JL ] ME B 
量 及 几 丁 质 合成 酶 基因 mRNA 的 表达 , 在 国际 上 
首次 从 分 子 水 平 报关 了 除 虫 腺 对 几 了 丁 质 合成 酶 基 
因 表 达 的 影响 (Zhang and Zhu，2006) 。 之 后 有 日 
本 学 者 以 鳞 翅 目 昆 虫 小 菜 蛾 Plutella xylostella 为 研 
究 对 象 , 得 出 定 虫 隆 对 几 丁 质 合 成 酶 基因 表达 没 
有 影响 的 结果 (Ashfaqd et al., 2007). Æ FH P RC 
类 几 丁 质 合成 抑制 剂 是 否 有 影响 几 丁 质 合成 酶 ,其 
作用 靶 标 和 毒性 机 制 是 怎样 的 ,目前 尚 无 系统 性 
的 研究 。 本 实验 以 不 完全 变态 昆虫 的 代表 类 和 群 东 
亚 闵 昌 和 中 华 稻 晶 为 研究 对 象 , 通过 几 丁 质 合成 
酶 基因 的 克隆 、 药 物 处 理 和 mRNA 表达 分 析 , W 
FARII EAKA E RRE KEA E E a 
几 了 本 质 合 成 酶 是 否 产生 影响 ， 从 分 子 水 平 探 讨 茶 
甲 酰 基 脲 几 丁 质 合 成 抑制 剂 可 能 的 作用 靶 标 及 作 
用 机 制 ， 以 期 为 进一步 基于 几 丁 质 的 合成 途径 设 
计 新 型 杀 虫 剂 提供 科学 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

1.1.1 昆虫 来 源 : PERE m BB B NK Jtr ur Ds 
DC, K KIER BB UU] SIC EJ TH] 35 76; A 68 REA Rd, 
人 工 气候 培养 箱 进行 脚 化 , 温度 30 +2Y ， 相 对 湿 
度 6096 , 光照 周期 14L: 10D。 选 择 同 一 时 间 孵 化 的 
晶 师 转移 至 纱 党 中 , 给 以 新 鲜 小 麦 幼 盏 饲 喂 , 顺水 
保持 湿度 。 

1.1.2 主要 试剂 . RNAiso ”Plus，DNase I (RNase 
Free), TaKaRa 公司 产品 M-MLV Reverse 
Transcriptase, T-easy 载体 ，Promega 公司 产品 ; Taq 
DNA Polymerase, DNA Polymerase Mix, TIANGEN 公司 
产品 ; SUBJUK, Sigma 公司 产品 ; SYBRO Green Real- 
time PCR Master Mix, Applied Biosystems 公司 产品 。 
1.2. ”中华 稻 蝗 几 丁 质 合 成 酶 基因 万 段 的 扩 增 及 序 
列 分 析 

1.2.1 总 RNA 的 提取 及 cDNA 第 一 链 的 合成 : 取 5 
龄 中 华 称 蝗 若虫 的 表皮 提取 总 RNA, 按照 RNAiso ^ 
Plus 试剂 说 明 书 进行 操作 , DNase [ (RNase Free) 处 理 
所 提取 的 RNA, 经 电泳 检测 与 定量 后 , 用 M-MLV 
Reverse Transcriptase 合成 第 一 链 cDNA, 

1.2.2 引物 的 设计 与 合成 : 根据 已 知 昆虫 几 丁 质 
合成 酶 1 基因 的 氨基 酸 保守 序列 , 设计 一 对 人 简 并 引 
物 CHSIF. 5'GAYGGNGAYATHGAYTT- 和 
CHSIR; 5'-TCYTCNCCYTGRTCRTA-3', 引物 由 上 
海 英 骏 公 司 合成 。 


9 期 刘 晓 健 等 : 氟 虫 脲 对 东亚 飞 蝗 和 中 华 稻 蝗 几 丁 质 合成 酶 基因 表达 的 影 啊 1041 


1.2.3 PCR 扩 增 : LI rp^e ft ze Sz cDNA 第 一 链 
为 模板 ，CHSI1FA CHSIR 为 引物 进行 PCR 扩 增 。 
50 uL PCR 反应 体系 中 含 5 pL 10 x reaction buffer; 
2 mmol/L MgCl,; 0.2 mmol/L dNTP; 15.5 uL 
ddH,O; 2 umol/L 上 游 /下游 引物 ; 1 uL cDNA f 
板 ; 2.5 U Taq DNA Polymerase, PCR 扩 增 程序 为 : 
94C 预 变性 30 s, 94% 30 s, 56% 30 s, 72C 1 min, 
退火 温度 从 56*C 降 至 48% ,每 摄氏 度 2 个 循环 ， 降 
至 48 人 时 再 加 20 个 循环 , 共 38 个 循环 , 72C 延伸 
10 min, 4C 保存 。 
1.2.4 PCR 产物 克隆 、 鉴 定 及 测序 : 将 与 目标 条 市 大 
小 相符 的 片段 经 电泳 回收 纯化 后 , 连接 到 T-easy 载体 
E, 转化 到 大 肠 杆 菌 DH5a, 挑 取 白 色 菌 落 , 培养 后 提 
取 少 量 质粒 , 用 EcoR 工 酶 切 鉴定 重组 阳性 克隆 , 将 重 
组 阳性 克隆 送 往 北京 奥 科 测序 公司 进行 测序 。 
1.3 试 虫 处 理 

将 1 mg SEHR KH] 1 mL AMAA, MER 
1 mg/mL 的 母液 ， 取 50 pL 母液 用 水 稀释 至 
1 mg/L, 采用 浸渍 法 分 别处 理 2 die rn Eg rp Ae gf RET 
忠 以 及 1, 2 和 3 HS Zr KEAR 10 s, 以 丙酮 ( 百 分 
HEKE 2:99. 596 ) 处理 作 对 照 , 每 组 20 35, 设置 3 个 
重复 。 处 理 后 蝗虫 转移 至 纱 党 给 以 新 鲜 麦 凋 ， 人 工 
培养 箱 中 饲养 72 h。 选 取 对 照 组 和 处 理 组 蝗虫 的 表 
Br, 按 RNAiso Plus 试剂 说 明 书 操作 , 提取 总 RNA ， 
并 用 DNase I ( RNase Free) 处理 所 提取 的 RNA。 电 泳 
与 定量 检测 后 , 取 1.5 ug RNA, 用 M-MLV Reverse 
Transcriptase 进行 cDNA 第 一 链 合 成 。 
1.4 RT-PCR 和 实时 奖 光 定量 PCR 分 析 氟 虫 脲 处 
理 后 几 丁 质 合成 酶 1 mRNA 水 平 的 表达 

根据 本 研究 中 克隆 得 到 的 中 华 稳 旦 几 丁 质 合成 
酶 基因 部 分 cDNA 序列 和 本 课题 组 已 提交 到 
GenBank 的 东亚 飞 曲 几 丁 质 合成 酶 基因 LmCHSI 全 
长 序列 (GenBank 登录 号 : GU067730) , 设计 特异 性 
的 表达 引物 。 中 华 称 蝗 上 游 引 物 DCHSIF: 5”- 
AGAATAGAAATCTGGGAGCAGCAT-3', 下 游 引 物 
DCHSIR: 5'-CTCGAACATTTGATACCACACCAT-3'; 
东亚 飞 蝗 上 游 引物 FCHSIF: 5'-CTTGAGCCAATTG 
GTTTGGT-3' ,下游 引 物 FCHSI1R.: 5'- TGAGTTCTG 
TGGATGCAAGG-3'。 以 丙酮 处 理 的 对 照 组 和 氢 虫 
腺 处 理 组 中 东亚 飞 昌 和 中 华 稻 蝗 的 表皮 cDNA 为 模 
板 进行 RT-PCR 和 实时 严 光 定量 PCR 2 3$, B-actin 
为 内 参 基 因 。RT-PCR 的 反应 体系 中 含 12.5 pL 
DNA Polymerase Mix; 10.5 uL ddH,O; 0.5 pmol/L 
上 游 / 下 游 引 物 ; 1 pL cDNA 模板 。PCR 扩 增 程序 : 





94^C 预 变 性 30 s, 94?C 30 s, 60C 30 s, 72C 45 s 
( CHSI 30 个 循环 , B-actin 26 个 循环 ) , 72°C 延伸 5 
min, AC 保存 。2% MIRR ERE KIT S ACIE o 
实时 奖 光 定量 PCR 反应 采用 奖 光 染料 SYBR Green 
| Æ ABI Prism 7300( 美 国 应 用 生物 系统 公司 ) 进 
行 , 目的 基因 和 内 参 基 因 B-actin 均 采 用 Real-time 
PCR Master Mix 进行 PCR 反应 。25 uL 反应 体系 : 
ddH,O 9.5 uL, SYBR® Green Real-time PCR Master 
Mix 12.5 uL, 10 umol/L 上、 下游 引物 各 0.5 uL, 10 
x cDNA 模板 2 uL, PCR 反应 条 件 为 : 95*C 10 min, 
随后 95%C 15 s, 60C 1 min 4 40 个 循环 。Real-time 
PCR fX E AE XREE BH 2. VL AE T TH ARE RE 
PE, Hj ABI Prism 7300 SDS 1.1( 美 国 应 用 生物 系统 
公司 ) 软件 进行 数据 记录 分 析 , 国 值 线 由 软件 目 动 
设 定 。 处 理 组 和 对 照 组 均 设 3 个 生物 学 重复 , 每 个 
f 3 KERER, MKAKA cDNA 模板 
作为 空 日 对 照 。 
1.5 数据 统计 与 分 析 
测序 结 采 利用 Blastn 程序 在 核酸 数据 库 中 进行 

相似 性 比 对 ，DNAclub 软件 搜索 开放 阅读 框 并 翻译 
成 氨基 酸 序列 。 实 时 实 光 定量 PCR 结果 采用 比较 
C, 值 的 相对 定量 法 (2 "法 ) 计算 几 丁 质 合 成 酶 
1 基因 的 相对 表达 量 。 实 验 结果 以 平均 数 土 标准 差 
(SD) 表 示 。 差 异 显著 性 采用 i 检验 , P «0. 05 为 可 
接受 的 显著 性 差异 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 中 华 稳 蝗 几 丁 质 合成 酶 1 基因 的 克隆 及 序列 
分 析 

以 5 龄 中 华 稳 曙 表 皮 cDNA 为 模板 , 用 人 简 并 引 
物 进行 PCR 扩 增 , 得 到 1 条 约 300 bp 的 条 市 
(图 1) , 测序 后 长 度 为 312 bp, 编码 104 个 氨基 酸 
(图 2)，GenBank 登录 号 为 HM214491 , 将 该 序列 
在 NCBI 网 站 上 进行 Blastin 序列 分 析 , SRE 88 
几 丁 质 合 成 酶 1 基因 在 氨基 酸 水平 上 相似 度 达 
95% , 命名 为 OcCHSI , 
2.2 毛虫 脲 处 理 中 华 稳 蝗 后 OcCHS] mRNA 表达 

3g rh BK MR 2 dt rp fed S p E SX OcCHSI 
mRNA 的 表达 分 析 显 示 ( 图 3) : PER E AP PEZH TS 
RT-PCR 扩 增 市 强 于 对 照 组 ; 实时 灾 光 定量 PCR Zi 
采 表 明 处 理 组 OcCHSI 基因 表达 较 对 照 组 提高 了 
1.0245, 统计 学 分 析 表 明 差 异 显著 (P<0.05)。 
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Fig. 1 
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相对 表达 量 ( 倍 数 ) 





图 1 中 华 稻 蝗 几 丁 质 合 成 酶 1 基因 ( 0cCHS7) 


部 分 cDNA 片段 的 扩 增 结果 
PCR amplification of the partial cDNA fragment of 
chitin synthase 1 gene ( OCCHSI) from Oxya chinensis 


GACGGGGACATAGACTTCCAACCTCATGCTGTTCATCTATTGGTTCACTTGATGAAGAAG 


D G D I D FEF Q P HA V HL L VH LMK RK 
AATAGAAATCIGGGAGCAGCATGTGGCCGCATTCACCCTGTTGGTTCTGGACCCATGGTG 
N R N L GA A C GR I HP V G S G P M V 
TGGTATCAAATGTTCGAGTATGCCATTGGACATTGGCTGCAGAAAGCAACAGAACATATG 
W Y Q M F E Y A I G H W L Q K A T E H M 
ATCGGTTGTGTCCTICTGTAGCCCTGGATGTTTCTCTCTCTTCAGAGGGAAGTCACTTATG 
IG C V L C S P G C F S L ERG K S L M 
GATGATTGTGTGATGAACAAATATACAACACGATCAGAGGAAGCTCGACACTATGTGCAA 
D D C V M NKY T T R 5 E BE A R HX V Q 
TACGACCAGGGC 


Y DQG 
图 2 中华 稻 蝗 几 丁 质 合 成 酶 1 基因 (OcCHS7) 
cDNA 部 分 核 背 酸 序列 及 推测 的 氨基 酸 序列 
Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of 


the partial cDNA fragment of OcCHSI 
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图 3 利用 RT-PCR 和 Real-time PCR ERANT 38 3 BK 
处 理 2 ie PEREA IRE: OcCHSI 的 mRNA 表达 
Fig. 3 Analysis of the effect of flufenoxuron on OcCHSI expression 
in the 2nd instar nymphs by RT-PCR and Real-time PCR 
A; Real-time PCR 结果 Real-time PCR results; B; RT-PCR 结果 RT- 
PCR results; CK; 对 照 组 Control; Tr; 处 理 组 Treatment. 柱 上 不 同 字 
母 表示 对 照 组 和 处 理 组 之 间 有 显著 差异 ( 己 <0. 05, Student's t-test) 。 
Different letters above bars mean significant difference between the 


treatment and the control ( P «0. 05) using Student's t-test. 


2.3  SRIBKANIEZKE ME Ciz LnCHSI mRNA 表达 

由 图 4 可见 , 氟 虫 腺 处 理 1, 2 和 3 龄 东亚 飞 蝗 
zi Hm, LnCHSI 的 mRNA 表达 分 别 比 对 照 提 高 了 
34% , 8296 和 89% , 差异 显著 (P<0.05)。 结 果 表 
Bj: Se HU RIA ER ARES KEJL T EU SS 1 
基因 的 mRNA 表达 。 


N 


相对 表达 量 (倍数 ) 


Relative expression (fold) 


LmCHSI 


p-actin 





图 4 FH RT-PCR 和 Real-time PCR BRA) Pr ERAS 1 (A), 2 (B) R3 龄 (C) 东 亚 飞 凰 若虫 后 LmCHSI 的 mRNA 表达 
Fig. 4 Analysis of the effect of flufenoxuron on LmCHS1 expression in the 1st (A), 2nd (B) and 3rd (C) instar nymphs 

by RT-PCR and Real-time PCR 
A. B，C 分 别 为 1, 2, 3 龄 东亚 飞 蝗 试验 结果 A. B, C represent the results of the 1st, 2nd and 3rd instar nymphs, respectively; CK; 对 照 组 
Control; Tr; 处 理 组 Treatment。 柱 上 不 同 字 母 表示 对 照 组 和 处 理 组 之 间 有 显 善 差异 (已 <0.05 , Student's t-test) Different letters above bars mean 
significant difference between the treatment and the control ( P «0.05) using Student's t-test. 
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氟 虫 腺 是 茶 甲 酰基 脲 类 几 了 丁 质 合成 抑制 剂 的 一 
种 , 对 东亚 飞 蝗 具有 高 效 毒 杀 作 用 ( 雷 仲 仁 等 ， 
2002) 。 该 类 杀 虫 剂 主要 影响 昆虫 表皮 几 丁 质 的 形 
成 , 但 确切 的 作用 机 制 尚 不 清楚 。 几 了 丁 质 合成 酶 是 
几 丁 质 合 成 途径 的 关键 酶 (Merzendorfer and 
Zimoch, 2003) , iX ETE J TEE TE SU br TE A FF i EU 
类 杀 虫 剂 的 机 理 研 究 中 备 受 关注 。 几 了 本质 合 成 酶 基 
因 相 对 较 大 , 基因 克隆 和 体外 表达 均 存 在 较 大 的 难 
度 , 因此 , 前 人 的 研究 大 部 分 都 集中 在 生化 水 平 。 
随 者 分 子 生物 学 的 快速 发 展 , 昆虫 几 丁 质 合 成 酶 基 
因 相 继 被 克隆 , 经 相关 软件 分 析 表 明 , 该 酶 是 一 个 
大 的 路 膜 重 日 ,预测 其 功能 是 在 膜 内 将 尿 甘 二 砍 酸 
酯 -N- 乙 酰 筑 基 葡 萄 糖 合成 儿 丁 质 , 然后 运输 到 膜 
外 ,并 可 能 参与 几 丁 质 在 表皮 的 有 序 排列 
( Merzendorfer, 2006) 。 

AKSCUS zs VI FR AERE ROADS, EG T ER SR. 
RIKARE R RE 3 种 茶 甲 酰基 脲 类 几 丁 质 合 成 抑制 
剂 的 作用 效果 ,发 现 氢 忠 脲 对 蝗 忠 的 毒性 作用 最 
强 。 处 理 组 出 现 硅 忠 因 赔 皮 受阻 而 死亡 的 现象 , H. 
对 进食 量 和 蝗虫 增 重 产生 明显 的 影响 ( 曾 芒 花 等 ， 
2008)。 为 了 从 分 子 水 平 探讨 几 丁 质 合 成 酶 在 几 丁 
质 合成 抑制 中 的 作用 , 我 们 克隆 了 东亚 飞 蝗 几 丁 质 
合成 酶 1 两 个 不 同 剪 切 子 (LmCHSI14 和 LnCHSIB) 
的 全 长 序列 (CenBank 登录 号 分 别 为 GU067730 和 
GU067731) ， 并 采用 RNA 干扰 技术 人 研究 了 其 生物 
学 功能 ,发 现 干扰 发 胆 几 丁 质 合成 酶 1 基因 后 看 虫 
表现 出 因 赔 皮 困 难 而 死亡 的 现象 , Ej SELL CAL s 
虫 后 的 表 型 极为 相似 。RNA 干扰 飞 蝗 几 丁 质 合成 
酶 1 基因 后 的 mRNA 表达 分 析 表 明 ，LmCHS7 的 表 
达 被 抑制 80% 左右 (Zhang et al., 2010 ) 。 基 于 这 
些 研 究 结 有 果 , 我 们 的 假设 是 : 氟 虫 腺 是 否 也 会 抑制 
几 了 丁 质 合 成 酶 基因 的 表达 ? 从 而 导致 几 丁 质 合成 困 
X, 出 现 旷 皮 困难 而 死亡 的 现象 。 

我 们 选用 两 个 百 杷 目 物种 东亚 飞 昌 和 中 华 稻 晶 
为 材料 来 回答 几 丁 质 合成 酶 基因 的 表达 是 否 会 受气 
虫 腺 抑制 的 问题 。 为 此 , 在 本 研究 中 , 进一步 克隆 
了 中 华 稳 蝗 几 丁 质 合 成 酶 1 基因 的 部 分 片段 , 命名 
为 OcCHSI, FH 1 mg/L 的 氟 虫 腺 浸渍 法 处 理 1, 2 
和 3 龄 东亚 飞 晶 奋 虫 和 2 HERRAR, 结果 发 
现 卖 虫 脲 可 显著 提高 蝗虫 几 丁 质 合 成 酶 1 基因 的 
mRNA 表达 。 比 较 分 析 氢 忠 逐 处 理 和 RNA 干扰 结 





R, 发 现 氟 虫 腺 与 RNA FH EAA E BOE R A 
困难 而 死亡 , 但 推测 作用 机 理 是 不 同 的 , 因为 毛虫 
腺 并 没有 抑制 几 丁 质 合 成 酶 1 的 mRNA 表达 , 而 是 
显 若 提高 该 酶 基因 的 表达 。 

为 什么 气 虫 脲 处 理 临 虫 后 几 丁 质 合 成 酶 1 基因 
的 mRNA 表达 会 提高 ? 经 文献 查阅 和 综合 分 析 认 
为 : 氢 虫 逐 引 起 几 丁 质 合 成 受阻 , 可 能 导致 几 丁 质 
合成 酶 1 基因 的 mRNA 的 表达 代 偿 性 增加 。 这 种 
现象 在 按 蚊 几 丁 质 合 成 酶 的 研究 (Zhang and Zhu, 
2006) 和 重金 属 对 P450 影响 的 研究 中 也 被 观察 到 
( Korashy and El-Kadi, 2005) 。 基 于 我 们 的 实验 结 
果 和 有 果 蝇 几 丁 质 合成 酶 突变 体 的 研究 ( Devine et 
al., 2005) ,推测 氟 虫 腺 引起 几 丁 质 合 成 酶 代 途 性 
表达 后 , 可 能 会 导致 几 丁 质 合成 酶 的 见 余 , 过 多 的 
几 丁 质 合成 酶 聚集 在 膜 的 周围 , 会 使 这 个 大 的 跨 膜 
重 日 空间 结构 受到 影响 , 从 而 干扰 几 丁 质 的 正常 合 
成 ,影响 晶 虫 正常 的 旷 上 度 和 生长 发 育 ,， EA A 
难 而 死亡 的 现象 。 几 了 本质 合 成 酶 的 体外 表达 及 相关 
蛋白 水 平 的 工作 正在 进行 , 结果 将 帮助 我 们 验证 假 
设 是 否 成 立 , 为 前 释 几 了 本质 合成 抑制 剂 的 靶 标 及 作 
用 机 制 提 供 科 学 依据 。 
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